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RESUMO

A atrazina (ATZ) é um dos herbicidas mais utilizados no mundo, devido a sua alta
acessibilidade e eficacia no controle de ervas daninhas, sendo bastante utilizado em
plantacido de milho e cana-de-acucar. Aplicado diretamente no solo ou pulverizado em
plantagbes, também ¢é frequentemente detectada em aguas superficiais e
subterraneas devido a sua longa meia-vida; assim, pode se acumular
progressivamente em compartimentos ambientais e afetar organismos nao-alvo. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito letal do herbicida ATZ em diferentes espécies
animais, com base em uma meta-analise, abordando estudos com concentracdes
ambientais do herbicida. A busca foi realizada nas bases de dados Web of Science,
Scopus e PubMed e apds o término do processo de selegdo, 49 conjuntos de dados
foram gerados e analisados. O efeito global indicou aumento significativo na taxa de
mortalidade registrada para animais expostos a concentragbes ambientais de ATZ em
comparagao com o controle no experimento (animais ndao expostos). A segregacao
dos animais em categorias taxondbmicas mostrou que anfibios, peixes e insetos
apresentaram maiores taxas de mortalidade apds a exposicdo a substancia
investigada. A presente meta-analise indicou que quanto aos estagios de vida, larvas
e juvenis eram mais susceptiveis do que individuos adultos e embrides expostos a
ATZ. Organismos que foram expostos a ATZ por imersdo tiveram um aumento na
mortalidade. Os animais submetidos a formulagdo comercial e pura também
apresentaram maior taxa de mortalidade. Assim, a ATZ, pode aumentar a taxa de
mortalidade em animais, mas esse efeito € dependente da sensibilidade da espécie,
estagio de vida e via de exposic¢do. Este € o primeiro estudo meta-analitico avaliando
a taxa de mortalidade apds a exposicao a ATZ em varias espécies animais.

Palavras-chave: atrazina; toxicidade; sobrevivéncia; mortalidade.



ABSTRACT

A atrazine (ATZ) is one of the most widely used herbicides in the world, due to its high
accessibility and effectiveness in controlling weeds, being widely used in corn and
sugarcane plantations. Applied directly to the soil or sprayed on crops, it is also
frequently detected in surface and groundwater due to its long half-life; thus, it can
progressively accumulate in environmental compartments and affect non-target
organisms. The aim of the present study is to evaluate the lethal effects of ATZ in
different animal species, based on a meta-analytical review addressing studies with
environmental concentrations of ATZ. The search was carried out in the Web of
Science, Scopus and PubMed databases and after the selection process was
completed, 49 datasets were generated and analyzed. The global effect indicated a
significant increase in the mortality rate recorded for animals exposed to ambient
concentrations of ATZ compared to the control in the experiment (non-exposed
animals). The segregation of animals into taxonomic categories showed that
amphibians, fish and insects had higher mortality rates after exposure to the
investigated substance. The present meta-analysis indicated that in the life stages,
larval and juvenile animals were more susceptible than adult individuals and embryos
exposed to different concentrations of ATZ. Organisms that were exposed to ATZ by
immersion showed an increase in mortality. The animals submitted to the commercial
and pure formulation also had a higher mortality rate. Thus, ATZ can indeed increase
the mortality rate in animals, but it depends on the sensitivity of the species, the life
stage and, the way of exposure. This is the first meta-analytical study evaluating the
mortality rate after ATZ exposure in various animal species.

Keywords: atrazine; toxicity; survival;, mortality.
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1 INTRODUGAO

Os agrotéxicos sdo compostos quimicos que tem como fungao matar, obstruir
ou controlar qualquer crescimento de pragas que possam danificar uma cultura, dessa
forma, no decorrer do século passado, os agrotoxicos auxiliaram a populagéo global,
aumentando seus rendimentos agricolas através do controle desses organismos que
prejudicavam seus cultivos, assim, foi abundantemente aplicados como uma
estratégia simples, rapida e eficaz para minimizar a perda de colheitas e assim,
melhorar o valor nutricional (PARRA-ARROYO L., etal, 2022). Na agricultura moderna
os agrotoxicos sao considerados uma peca vital por desempenharem um importante
papel na manutengao e produtividade agricola (JALLOW, M.F.A., et al, 2017).

Formado por um grupo de substancias, os agrotoxicos exercem um papel
significativo na reducdo de perdas de produtos agricolas, no controle de pragas e
doengas, assim como auxiliam no melhoramento e na qualidade dos alimentos, de
acordo com 0 organismo a que se direcionam, essas substancias podem ser
classificadas em inseticidas, herbicidas, fungicidas, bactericidas, acaricida,
nematicida, entre outras denominacodes (figura 1) (TUDI, M., et al, 2021).

Os agrotoxicos sao utilizados na agricultura, silvicultura, parques, campos,
instalagdes industriais e educacionais, sendo aplicados no controle de roedores,
insetos, pragas e destruicdo de ervas daninhas (MARICAN, A; DURAN-LARA, E.F.,
2018). Todavia, a dependéncia de agrotoxicos acarreta em efeitos adversos de longo
prazo tanto no meio ambiente quanto na saude humana, nesse caso, podendo
provocar defeitos congénitos, cancer ou até levar a morte, sendo a maioria dos casos
ocorrendo em paises em desenvolvimento (JALLOW, M.F.A., et al, 2017). Além de
poder provocar anormalidades crénicas em humanos, devido sua alta toxicidade,
agrotoxicos podem também desencadear severos prejuizos ao meio ambiente e a
biodiversidade (MARICAN, A; DURAN-LARA, E.F; 2018).
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Figura 1 — Tipos de agrotéxicos.

" Tipos de defensivos
Tipos de praga ;
agricolas

i Inseto Inseticida
* Acaro Acaricida
f Fungo Fungicida
@ Nematoide Nematicida
Sh ‘t dF::;t:a Herbicida
* Bactéria Bactericida

Fonte: BRUNA J., 2017.

Entre os agrotoxicos utilizados, os herbicidas revolucionaram o controle de
ervas daninhas nas Uultimas décadas por fornecerem uma alternativa eficaz,
econdmica e menos laborosa do que o controle mecanico. No entanto, os herbicidas
enfrentam alguns desafios, como a resisténcia de ervas daninhas a herbicidas, assim
como, questdes ambientais e de seguranga (HEAP I., 2014). Cada vez mais utilizados
na produgao agricola, o mercado de herbicidas vem crescendo rapidamente, contudo,
seu uso vem provocando graves danos aos seres humanos e ao nosso ecossistema,
como a morte de alguns animais, assim, ha uma caréncia urgente em herbicidas
ecologicos que ndo provoquem danos ambientais (ZHANG X., et al. 2019).

Dentre os herbicidas, a atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-
triazina) (ATZ - figura 2) pertence a familia das s-triazinas, que inclui a simazina e
cianazina e sua férmula molecular € CsH14CIN 5. Trata-se de um composto sélido, de
coloragao branca e aspecto pulverulento que se dissolve facilmente em solventes
organicos (HE H., et al, 2019).

Para utilizacdo recomenda-se que seja diludo em agua e aplicado através de
pulverizadores, porém é instavel em alta temperatura, e seu ponto de fusdo esta entre
173 — 175 °C, sua solubilidade em agua é de 33mg/L a 20°C (HE H., et al, 2019).
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A ATZ foi registrada desde 1958 e devido a sua alta acessibilidade e eficacia
no controle de ervas daninhas sem danificar a cultura, logo se tornou um dos
herbicidas mais utilizado no mundo, sendo o principal utilizado em plantacdo de milho e
cana-de-agucar (BRODEUR, J. C; 2013). Além do mais, € o segundo herbicida mais
usado nos Estados Unidos (WANG S., et al, 2022). Todavia, € frequentemente
detectada em aguas superficiais e subterrdneas devido a sua longa meia-vida de
aproximadamente 30 a 100 dias (HE H., et al, 2019).

No Brasil o estado de Sdo Paulo se destaca por ser um dos maiores produtores
de cana-de-agucar, issofaz com que haja uma real possibilidade de contaminagao da
ATZ nos rios do estado (MARTINS, C. X, etal., 2014)

Figura 2. Estrutura quimica da atrazina.

Fonte: Hong J., et al, 2022.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito letal do herbicida ATZ em diferentes espécies animais, por meio
de uma meta-analise, contemplando estudos com concentragbes ambientalmente

relevantes do herbicida.

2.2 Objetivos Especificos

Para alcangar o objetivo utilizamos as seguintes estratégias:

I- Avaliar a diferenga de mortalidade entre os grupos experimentais e controles
e espera-se uma maior mortalidade no grupo experimental;

Il Verificar se a sensibilidade dos animais expostos a ATZ é dependente da
espécie e do estagio da vida;

- Avaliar se a formulacéo e a via de exposicao da ATZ promovem diferentes
taxas de mortalidade;

IV- Verificar se aumentando a concentracdo/dose e o tempo de exposicao

aumentam a taxa de mortalidade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Atrazina: estudos e discussoes

Como a ATZ é aplicada na agricultura, seus residuos ndo s&o encontrados
apenas na lavoura, mas também no leite e na carne, e embora ndo seja considerada
altamente toxica para os seres humanos, uma exposi¢cao a longo prazo pode afetar a
saude humana (HONG J., et al., 2022). A ATZ pode atuar desregulando o sistema
endocrino, levando a uma série de alteragdes patolégicas e anormalidades
reprodutivas, além de ser um potencial carcindgeno, podendo provocar tumores e
canceres, como o cancer de mama e ovario, bem como leucemia e linfomas, poresses
motivos, a ATZ foi proibida na Unido Europeia em 2003, porém, continua sendo
utilizado na maior parte do mundo (HONG J., et al., 2022).

Em regides como Asia e América as concentragdes maximas permitidas de
ATZ em agua potavel variam de 0,1 a 3 ug/ L=". No Brasil, no estado do Ceard, foram
monitoradas concentracdes de ATZ entre 7 a 15 ug/L~' na agua do reservatério, no
entanto, concentragdes muito mais altas, (> 500 ug/L-') ja foram encontradas no
ambiente (RIMAYI. C., etal., 2018).

Ao longo dos anos, uma discussdo em relagao a seguranga da ATZ comegou
a crescer, pois evidéncias demostraram um potencial de contaminagdo em aguas
superficiais e subterraneas, podendo levar a problemas de saude, como
imunotoxicidade e desregulagdo enddcrina (BRODEUR, J. C., 2013).

Diversos estudos relataram a presenca de agrotoxicos em sistemas de
abastecimento de agua potavel e esse crescente aumento pode ser devido a falta de
vigilancia e o uso generalizado de agrotoxicos, que vem causando contaminagdes de
aguas e solo (figura 3), cuja toxicidade, persisténcia e bioacumulagao afetam a saude
humana e meio ambiente (AMEZQUITA-MARROQUIN, C.P., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bioaccumulation

20

Figura 3 — Contaminagao de aguas e solo pela atrazina

Created in BioRender.com bio

Fonte: Desenho elaborado pelo autor (Biorender, 2023).

Por possuir alto poder residual, estabilidade quimica relativa e ecotoxicidade, a
ATZ vem sendo cada vez mais estudada para avaliacdo de sua toxicidade do meio
ambiente e nos seres humanos (HE H., et al., 2019). No entanto, os estudos que
avaliam a seguranga da ATZ sao altamente controversos. Por exemplo, em um estudo
realizado com peixinhos gordos, a exposi¢cao a ATZ nao aumentou a mortalidade em
relagado ao grupo controle (DIONNE E., etal, 2021). Em outro estudo, onde utilizaram
peixinhos cabeca de carneiro, a exposicdo a ATZ também ndao aumentou a
mortalidade (BRAIN, R. A., ANDERSON J. C., HANSON M. L., 2021). No entanto, em
um estudo onde avaliaram filhotes de salméo expostos a ATZ, foi apresentado 100%
de mortalidade no grupo experimental, enquanto ndo houve mortalidade no grupo
controle (MOORE, A., et al, 2008).
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3.2 Atrazina: exposi¢cao e consequéncias

Por ser soluvel em &gua e ser frequentemente detectada em aguas
superficiais e subterrdneas a exposicdo a ATZ € comum através da ingestdo de
alimentos ou agua contaminada, e essa exposigao tem diversos efeitos adversos a
saude, como a inibicdo da glicdlise, interrupgédo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
no cérebro, inibicdo da produgao do horménio luteinizante e diminuicdo da producao de
testosterona em ratos e humanos e além disso, pode desmasculinizar e feminilizar
machos enquanto interrompe a fungdo ovariana em ratos fémeas (WANG S., et al,
2022).

Considerada um contaminante potente devido as suas caracteristicas
quimicas, a ATZ ja foi detectada no plasma, urina, e tecidos animais de ratos expostos
(SAALFELD, G. Q., 2019). Em estudo prévio conduzido durante a estacdo de
pulverizagdo, detectou-se a presenga de metabdlitos de ATZ em mais de 80% dos
aplicadores participantes do estudo (PERRY, M. J., et al., 2001). Além disso, a ATZ
também foi detectada na urina de criangas de familias ndo agricolas, evidenciando a
ocorréncia de exposi¢gdes nado ocupacionais (ROWE A.M., BRUNDAGE K.M.,,
BARNETT J.B., 2008).

Alguns estudos avaliaram os efeitos da ATZ em sistemas reprodutivos de
mamiferos e observaram que o herbicida causa danos a espermatogénese,
diminuicdo e a motilidade dos espermatozoides no epididimo e alteragdes
morfolégicas nas células de Sertoli e Leydig (SAALFELD, G. Q., 2019).

A ATZ pode causar desregulagdo nas atividades enddcrinas que incluem
efeitos estrogénicos e antiestrogénicos e alteragbes do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal. Essas atividades enddécrinas da ATZ demonstraram causar alteragbes no
desenvolvimento, morfologia e fungdo das gbnadas, mudangas na razdo sexual para
o fendtipo feminino, diminuicdo do sucesso reprodutivo e alteragdes de crescimento e
metamorfose em girinos (BRODEUR J.C., et al., 2013)

A exposicao a ATZ esta associada a disturbios neurolégicos, como doenga de
Parkinson e alteragbes comportamentais e cognitivas (WANG S., et al, 2022). Em um
estudo epidemioldgico foi demonstrado que trabalhadores agricolas correm um maior
risco de desenvolver depressdo e ansiedade comparados a outros trabalhadores
(TORSKE M. O., et al., 2016), um outro estudo que analisou peixe-zebra fémea

observou que a exposi¢cao a ATZ pode induzir alteragdes significativas nas vias de
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neurotransmissdo, como a serotonina, que esta associada a depressao e ansiedade
em humanos (WANG S., et al, 2022).

Além dos efeitos reprodutivos e disturbios neurolégicos, outros estudos
demonstraram que a ATZ induz e altera os principais biomarcadores de estresse
oxidativo, diminui a eficiéncia do sistema antioxidante e das enzimas associadas,
levando a niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SAALFELD,G. Q.
2019).

Um estudo examinou os efeitos nocivos da exposi¢ao da ATZ no sistema
reprodutor masculino, usando espermatozoides de cabra (Capra hircus), as cabras
machos foram alimentadas com racdo padrdao suplementada com ATZ durante 6
meses e a exposicdo a ATZ prejudicou a morfologia, a viabilidade, o potencial de
membrana mitocondrial e a composicao lipidica celular dos espermatozoides. Essas
alteracdes podem, por sua vez, levar a redugdo da capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides expostos (KOMSKY-ELBAZ, A., etal., 2019).

Alguns animais, como os herbivoros podem bioacumular residuos de
agrotdéxicos organoclorados, como a ATZ em particular, apds consumir agua
contaminada ou serem expostos através do solo ou do ar inalado e depois passa-los
para outros animais e humanos através do leite bovino (URSELER N., et al., 2022).

Como herbicida lipofilico, a ATZ pode se bioacumular em tecidos ricos em
gordura, como tecido adiposo, cérebro, figado ou rins (GILL, J.P.S., et al., 2020). Os
seres humanos, em geral, sdo expostos a ATZ principalmente quando consomem
agua poluida ou alimentos ricos em gordura, como peixe, carne bovina e laticinios
(AVANCINI, R.M., et al., 2013). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC) categorizou a ATZ como composto cancerigeno (SINGH, S. et al., 2018).
Relatorios toxicolégicos do Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados
Unidos observaram uma redugao no peso fetal e no coragédo, assim como disturbios
urinarios e dos membros em criangas das quais as maes foram expostas a agua
contaminada com ATZ (URSELER N., et al., 2022).
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3.3 Atrazina e a toxicidade em animais

A ATZ é toxica pois esta ligada a desregulagdo endécrina, cancer, disturbios
reprodutivos, defeitos congénitos e fungdo alterada do sistema nervoso (HORZMANN
K.A., et al., 2018). Os efeitos toxicolégicos da ATZ em animais estéo incorporados na
deformidade do 6rgao reprodutivo, carcinogenicidade, hipoevolutismo, hipoimunidade e
assim por diante e esta provado que a ATZ e seus metabdlitos afetam o sistema
nervoso central através do controle do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal e entdo
afetam o desenvolvimento do sistema reprodutivo (WANG H., et al., 2015).

Nos ultimos anos, a seguranga da ATZ gerou muita controvérsia, pois
evidéncias demonstraram a contaminagcdo generalizada das aguas superficiais e
subterraneas e o potencial da ATZ para causar desregulacdo enddcrina e toxicidade
em mamiferos, peixes e anfibios (BRODEUR J.C., et al., 2013) (figura 4).

O perfil de ecotoxicidade da ATZ ja foi caracterizado e uma avaliagdo de risco
abrangente e probabilistica concluiu que efeitos diretos em animais aquaticos sao
muito improvaveis, todavia, ja foi relatado que a ATZ afeta o desenvolvimento sexual
e a diferenciagdo gonadal no sapo africano, Xenopus laevis, e resultados de diferentes
estudos tém sido inconsistentes em relagao a sua toxicidade (KLOAS W., et al., 2009).

De acordo com Rohr, J. R; et al (2006), a ATZ, possui influéncia ecoldgica
global e sua ampla distribuigdo pode ser uma das possiveis razées para o declinio da
populacao global de anfibios, pois, sua toxicidade aguda e os potenciais mecanismos
toxicologicos no sistema imunolégico de ras ainda ndo sdo bem compreendidos. Ja o
autor Rimayi, C. (2018) acrescenta que a causa da diminuicdo da populagcdo de
anfibios se da pela presenca generalizada de ATZ no ambiente.

Estudos anteriores avaliaram que a toxicidade da exposicdo a ATZ em
anfibios esta associada a metamorfose anormal e feminizagdo, ja em roedores, ATZ
interrompe o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal. Embora essas evidéncias sugiram que
ATZ é um desregulador enddcrino, 0 mecanismo de agdo ainda esta sob investigagao.
Além disso, ATZ parece modificar o epigenoma e altera os niveis de microRNA
(HORZMANN K.A., et al., 2018).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA US) avaliou
riscos e concluiu que a ATZ representa um potencial risco para peixes
estuarinos/marinhos, particularmente sob condigées de exposi¢cado cronica e embora

esteja entre os herbicidas mais utilizados, informagdes sobre a toxicidade da ATZ nos
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estagios de vida iniciais de peixes estuarinos/marinhos ainda sao relativamente
limitadas (BRAIN R.A., ANDERSON J.C., HANSON M.L., 2021).

Assim foi realizado um estudo com o peixinho cabeca de carneiro (Cyprinodon
variegatus) e foi revelado que sob condigbes agudas, a toxicidade da ATZ em estagio
inicial pode variar entre leve a moderadamente toéxica (BRAIN R.A., ANDERSON J.C.,
HANSON M.L., 2021).

Um estudo avaliou a toxicidade aguda e crénica da ATZ em uma espécie de
minhocas (Eisenia fetida) para estudar a toxicidade da ATZ em solos, pois esses
animais sdo um dos organismos mais sensiveis aos poluentes do solo, além de ter
uma rapida reproducgéo, sdo modelos para detectar toxicidade de varios agrotoxicos, o
estudo mostrou que a ATZ causou estresse oxidativo, dano lipidico e de DNA as
minhocas (Li X., et al., 2023).

Figura 4 — Atrazina e toxicidade em animais
Q 3
/ s — D

ATRAZINA

°
T
Ny

Created in BioRender.com bio

Fonte: Desenho elaborado pelo autor (Biorender, 2023).
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Um bioensaio de toxicidade de moluscos juvenis da espécie Mercenaria
mercenaria foi analisado e demonstrou sensibilidade dessa espécie em comparacgao
com outros organismos de teste comumente usados a ATZ, os resultados do ensaio
aquoso cronico indicaram efeitos letais e subletais (tamanho reduzido da casca) em
altas concentragdes de ATZ. (LAWTON J.C., et al., 2006).

Além disso, estudos epidemioldgicos relacionaram toxicidade da exposicao a
ATZ a diminui¢cdo da qualidade do sémen em homens, ao aumento do risco de cancer
de mama em mulheres que vivem em areas com média ou alta exposig¢ao ao herbicida,
irregularidades do ciclo menstrual e aumento da prevaléncia de bebés pequenos para
a idade gestacional (HORZMANN K.A., et al., 2018).

3.4 Atrazina e a mortalidade em animais

Além da toxicidade a exposi¢cdo da ATZ aumenta a mortalidade de algumas
espécies de animais. Um estudo investigou a toxicidade de ATZ em Bufo gargarizans,
uma espécie de sapo bastante comum na China, os girinos foram tratados com doses
de ATZ de 0,1, 1, 10 e 100 pg/L por 85 dias, os resultados mostraram que a
mortalidade dos sapos aumentou drasticamente (SAl, L., et al., 2015).

Em niveis ambientais de ATZ, investigadores relataram um aumento da
mortalidade em varias espécies de ras em concentragdes de 3-150 pg/L
curiosamente, os girinos expostos a 3 ug/L exibiram maiores taxas de mortalidade do
que aqueles expostos a 30 e 100 pg/L (ZAYA, R.M., et al., 2011).

A ATZ também encurtou o processo de maturagdo dos odcitos de Xenopus
laevis e causou uma maior taxa de mortalidade durante a embriogénese inicial
(GARCIA-ESPINEIRA M, TEJEDA-BENITEZ L, OLIVERO-VERBEL J., 2018).

Foi testado ATZ no desenvolvimento de salamandras manchadas
(Ambystoma maculatum) e sua alga verde simbiotica Oophila amblystomatis., foi
observado que a exposicdo a ATZ afetou as salamandras manchadas diretamente,
causando patologias e mortalidade em embrides, e indiretamente, eliminando suas
algas simbidticas (OLIVIER, H.M., MOON, B.R., 2010).

Como os anfibios sédo bastante suscetiveis a dessecacao, € esperado que as
mudangas provocadas por ATZ na conservagao de agua, possa aumentar o risco de
mortalidade desses animais (ROHR J.R, MCCQOY K.A., 2010).
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Foi observado que a ATZ é leve a moderadamente toxica ao peixinho cabeca
de carneiro (Cyprinodon variegatus) sob condi¢gdes agudas, apds o término do teste
de 96h, 90% de mortalidade foi observada entre os organismos expostos a maior
concentragdo meédia medida testada (22 mg/L), taxas de mortalidade de 5%, 15%,
35% e 90% foram observadas entre os peixes expostos a concentragcdes de ATZ a
46, 7,6, 13 e 22 mg/L, respectivamente (BRAIN, R. A., ANDERSON J. C., HANSON
M. L., 2021).

Em um estudo que avaliou o desenvolvimento e mortalidade de larvas de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas a ATZ apdés manejo do estresse,
verificou que houve mortalidade significativa das larvas pdés-estresse em 24h da
exposicao a ATZ (CHISTE, B.M., et al., 2021).

No entanto, em um estudo onde avaliaram o copépodes (Tigriopus japonicus),
nao foi observada mortalidade com 20 mg/L de ATZ, que é a concentragdo maxima
dissolvida, mas o tempo de desenvolvimento foi significativamente afetado. Foi
sugerido que o fato da presenca da carapaga relativamente robusta do copépodes
funciona como uma barreira contra a ATZ (YOON, D.S., et al., 2019).

Para preencher essa lacuna do conhecimento, realizamos uma meta-analise
sobre os efeitos da ATZ na mortalidade de animais. A meta-analise é uma ferramenta
utilizada para fornecer uma estimativa global e robusta do resultado de varios estudos,
utilizando uma integragéo sistematica, para assim formar conclusdes estatisticamente
confiaveis (MALAKOOTIAN et al., 2020; DA SILVA A. P., et al, 2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Processos de identificagcao e selecao de estudos

Para o desenvolvimento da pesquisa realizou-se um levantamento
bibliografico nas bases de dados Web of Science, Scopus e Pubmed, por serem bases
de dados de literatura cientifica mundial. Artigos que possuiam dados sobre os efeitos
da ATZ em animais foram selecionados para realizacdo da meta-analise. Scripts
booleanos como #1 TS (Topic Search) = “atrazine AND toxicity” e #2 TS= “atrazine
AND survival OR mortality” foram utilizados para identificar os artigos focados em
investigar as taxas de mortalidade e sobrevivéncia em animais expostos a ATZ. No
total foram obtidos 965 artigos e a pesquisa abrangeu estudos publicados entre 1965 a
2022.

Todos os titulos e resumos obtidos inicialmente foram lidos, com o intuito de
identificar publicacbes relevantes para a pesquisa. Os critérios de selecido adotados
foram os seguintes (i) artigos que abordaram ATZ; e (ii) artigos que abordassem
mortalidade e/ou sobrevivéncia com ATZ. Apenas os estudos que se encaixaram
nesses dois critérios de elegibilidade foram lidos e analisados na integra para fins de
extracdo de dados.

Em seguida, foram adotados novos critérios de refinamento para a elaboragéo
da matriz de dados, excluindo-se os estudos que: (1) avaliaram ATZ juntamente com
outros agrotéxicos; (2) ndo apresentaram o numero de individuos por grupo; (3) nao
apresentaram dados sobre o grupo controle; (4) apenas determinado LC 50 e/ou LD
50; (5) que utilizaram concentragdo de ATZ superior a 0,6 mg/L-'. A concentragdo
maxima de ATZ (0,6 mg/L™") foi determinada ap6s uma longa pesquisa na literatura.
Concentragées ecologicamente relevantes sao aquelas proximas ou abaixo da
concentragdo ambiental estabelecida pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA). Historicamente a concentracdo ambiental esperada para
ATZ é 0,5 mg/L™", mas concentragbes maiores foram registradas regularmente em
lagoas e valas agricolas (ROHR J.R, MCCOY K.A., 2010). Assim, o limite de 0,6
mg/L™" foi estabelecido para dados de letalidade com base em concentragdes
ambientais, esse foi o valor maximo considerado para essa meta-analise.

Os artigos selecionados precisavam apresentar dados, de pelo menos um

grupo controle e um grupo experimental para serincluido nessa meta-analise.



28

Seguindo esses critérios e apos leitura do material foram selecionados 33
artigos para a meta-analise. Foram extraidas informacdes desses artigos para
montagem dos dados, foram coletados dados como: grupo animal, espécie,
organismo, estagio da vida, exposi¢cado, formulagdo, concentragdo, exposigao,
quantidade de animais vivos no grupo controle, quantidade de animais mortos no
grupo controle, quantidade de animais vivos no grupo de tratamento, quantidade de
animais mortos no grupo de tratamento, assim como, o nimero amostral do grupo
controle e grupo de tratamento. Para a meta-andlise um estudo pode contribuir com
mais de um tamanho de efeito (BORESTEIN, M., et al., 2009), seja por apresentar
diferentes grupos de animais, diferentes doses ou diferentes tempos de exposigao.

Nesta meta-analise um grupo controle e um grupo tratado para cada
experimento independente foi avaliado. Para os estudos que apresentaram diferentes
concentragdes foi determinado que a maior concentragcdo até a dose limite seria
utilizada. Da mesma forma, para estudos que apresentaram diferentes tempo de
exposicao, estabeleceu-se que apenas o maior tempo de exposicao seria considerado
para as analises. As principais informacdes dos artigos estdo organizadas em uma
tabela (Tabela 1).

4.2 Analise de Dados

A analise dos dados foi realizada no software OpenMee (WALLACE, B. C., et
al.,2017). O tamanho do efeito foi calculado para cada estudo e mostrou a magnitude
do efeito do tratamento (BORESTEIN, M., et al., 2009). O modelo aleatério foi adotado
nas andlises. Os tamanhos dos efeitos variaram de -1 a +1, onde zero significa que
nao houve diferenca significativa entre o grupo tratado e o grupo controle. Valores
positivos indicam que houve mortalidade provocada pelo tratamento com a ATZ
(HEDGES, L. V, 1981). O teste Cochran Q e o teste ? foram utilizados para estimar a
heterogeneidade. Segundo Cochran de 0-30%: heterogeneidade nao significativa; de
31-50% heterogeneidade moderada; de 51-80% heterogeneidade substancial; e de
81-100% heterogeneidade alta (HIGGINS, J. P.T., et al., 2006). O teste P de 75% ou
superior é considerado alto e ndo atribuivel ao aleatério (VAN MAELE-FABRY, G., et
al., 2011).

Foram realizadas andlises de subgrupo para explorar a provavel
heterogeneidade. Foram testados subgrupos como grupo de animais, tipo de
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organismo vertebrado ou invertebrado, estagio de vida, tipo de exposicao e tipo de
formulacdo. A meta-regresséao foi utilizada para avaliar variaveis continuas, como o
tempo de exposicdo, concentracao e dose. O viés de publicacdo foi explorado em
forma de grafico de funil, foram utilizados os valores de tamanho de efeito (observed
outcome) e erro padrdo. Esta € uma andlise subjetiva, principalmente se ha um
pequeno numero de amostras, por este motivo também foram realizadas analises

calculando o numero a prova de falhas de Rosenthal e Orwin.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resumo dos resultados da pesquisa

Toda a busca nas bases de dados mencionadas anteriormente resultou em
965 publicagdes: no Web of Science foram encontrados 481 artigos, no Scopus e
Pubmed 248 e 236 respectivamente. Os estudos duplicados e os que nao
responderam aos critérios elegiveis para a meta-andlise, foram excluidos. Esse
procedimento levou a exclusdo de estudos que investigaram os efeitos da ATZ em
combinagdo com outros agrotéxicos, que ndao avaliaram efeitos de toxicidade, ndo
apresentaram dados sobre mortalidade ou sobrevivéncia, ndo apresentaram o numero
de individuos por grupo tratado ou controle, apresentavam dados LC 50 e/ou LD 50
dos animais investigados, bem como os artigos que utilizaram concentragdes acima
do limite estabelecido no presente estudo. Os artigos elegiveis foram verificados
quanto a apresentacdo dos dados necessarios para a meta-analise. O fluxograma
PRISMA 2009 completo sintetizando toda a pesquisa bibliografica é apresentado na
figura 5.

O levantamento de dados para a entrada em programa meta-analitico sempre
€ realizado para a par, devendo ter-se um grupo contaminado e um grupo de controle.
Em artigos onde mais de um grupo controle era comparado a um grupo contaminado,
foi possivel obter mais de um conjunto de dados.

Desta forma, 33 artigos foram selecionados ao final do processo de
refinamento e geraram 49 estimativas de efeitos da ATZ, ou seja, 49 comparagdes

controle-tratamento, aqui denominadas conjunto de dados (Tabela 1).
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Conjunto
de dados

1

2

10

Citagao

Brain, R. A.,
(2021)
Rimayi, C.,
et al (2018)
Rimayi, C.,
et al (2018)
Gustafson,
K. D. et al
(2015)
Gustafson,
K. D. et al
(2015)
Gustafson,
K. D. et al
(2015)
Gustafson,
K. D. et al
(2015)
Trachantong,
W., et al
(2013)
Brodeur, J.
C., etal
(2009)

Marcus, S.
R. et al.
(2016)

Grupo
de
Animais

peixe
anfibio

anfibio

molusco

molusco

molusco

molusco

anfibio

anfibio

inseto

Tabela 1 — Conjunto de Dados

Espécies

Cyprinodon
variegatus

Xenopus laevis
Xenopus laevis

Biomphalaria
glabrata

Helisoma
trivolvis

Physa acuta

Stagnicola
elodes

Hoplobatrachus
rugulosus

Rhinella
arenarum

Drosophila
melanogaster

Organismo

Vertebrado
Vertebrado

Vertebrado

Invertebrado

Invertebrado

Invertebrado

Invertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Invertebrado

Estagio
da Vida

embrido
juvenil
adulto

adulto

adulto

adulto

adulto

larva

larva

adulto

Rota de
Exposicao

imersao
imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

oral

Formulagao

puro
puro

puro

puro

puro

puro

puro

comercial

puro

puro

Concentragao
ou dose
(mg/L-1)

0,57
0,5

0,5

0,03

0,03

0,03

0,03

0,02

0,1

0,02

Tempo de
Exposicao
(Dias)

5
90

90

28

28

28

28

40

21

50
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1

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Chen, X, et
al (2015)

Asouzu
Johnson, J.,
et al (2019)

Asouzu
Johnson, J.,
et al (2019)
Hosmer, A.

J., et al

(2017)
Langerveld,
A.J., etal

(2009)
Moore, A., et

al (2008)
Moore, A., et

al (2008)
Brodeur, J.

C.,etal

(2013)
Dionne, E. et

al (2021)
Dionne, E.,
et al (2021)
Dionne, E.,
et al (2021)
Sifkarovski,

J., et al

(2014)
Koprivnikar,

J. (2010)
Silveyra, G.

R., et al

(2017)
Kloas, W., et

al (2009)

anfibio

anfibio

anfibio

peixe

anfibio

peixe

peixe

anfibio

peixe
peixe

peixe

anfibio

anfibio

crustaceo

anfibio

Xenopus laevis

Xenopus laevis

Xenopus laevis

Oryzias latipes

Xenopus laevis

Salmo salar
Salmo salar
Rhinella

arenarum

Pimephales
promelas
Pimephales
promelas
Pimephales
promelas

Xenopus laevis

Rana pipiens

Neohelice
granulata

Xenopus laevis

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Invertebrado

Vertebrado

larva

juvenil

adulto

adulto

juvenil

juvenil

juvenil

juvenil

larva

larva

larva

juvenil

juvenil

adulto

juvenil

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

puro

puro

puro

puro

puro

comercial

comercial

puro

comercial

comercial

comercial

comercial

puro

comercial

puro

0,1

0,5

0,5

0,05

0,4

0,001

0,001

0,1

0,46
0,46

0,46

0,01

0,3

0,3

0,1

120

90

90

35

46

40

30

60

274

50

90

90

75
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Kloas, W., et
al (2009)
De
Albuquerque,
F.P., etal.,
2021
De
Albuquerque,
F.P., etal.,
2021
Brunetti, I.
A., et al
(2022)
Chromcova,
L., etal
(2013)
Brodkin, M.
A., et al
(2007)
Brodkin, M.
A., et al
(2007)
Brodkin, M.
A., et al
(2007)
Brodkin, M.
A., et al
(2007)
Khalil, S. R.,
et al (2017)
Blahova, J.,
et al (2020)
Blahova, J.,
et al (2020
Sai, L., et al
(2015)
Mac
Loughlin, C.,
et al (2016)

anfibio

inseto

inseto

peixe

peixe

anfibio

anfibio

anfibio

anfibio
peixe
peixe
peixe

anfibio

crustaceo

Xenopus laevis

Chironomus
sancticaroli

Chironomus
sancticaroli

Hyphessobrycon
eques

Cyprinus carpio

Rana pipiens

Rana pipiens

Rana pipiens

Rana pipiens
Cyprinus carpio
L

Danio rerio

Danio rerio

Bufo bufo
gargarizans

Cherax
quadricarinatus

Vertebrado

Invertebrado

Invertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

juvenil

larva

larva

adulto

embrido

adulto

adulto

adulto

adulto
adulto
embrido
juvenil
juvenil

juvenil

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

imersao

puro

puro

puro

comercial

puro

puro

puro

puro

puro

puro

puro

puro

puro

comercial

0,1

0,47

0,002

0,57

0,3

0,021

0,021

0,01

0,01

0,42
0,3
0,09

0,1

0,5

75

30

33

40

28

85

28

34



40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Mac
Loughlin, C., crustaceo
et al (2016)
Mac
Loughlin, C., crustaceo
et al (2016)
Mac
Loughlin, C., crustaceo
et al (2016)
Lawton, J. C.
et al. (2005) ~Molusco
Carr, J. A., et "
al. (2003) anfibio
Coady, K. K., -
et al. (2005)  anfibio
Coady, K. K., -
ot al. (2004)  anfibio
Windle, S., et .
al (2022) anfibio
Han, Z., et ,
al. (2012) crustaceo
Opute, P.A.,

et al. (2020)  Peixe
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quadricarinatus

Cherax
quadricarinatus

Cherax
quadricarinatus
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Xenopus laevis
Xenopus laevis
Rana clamitans
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gariepinus

Vertebrado

Vertebrado

Vertebrado

Invertebrado
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puro

puro

puro
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Fonte: Tabela elaborada pelo autor no software Excel 2016.
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5.2. Analise do efeito letal da ATZ em animais

Onze dos 49 conjuntos de dados mostraram tamanho de efeito positivo,
apresentando um aumento da mortalidade em animais que foram expostos a ATZ,
principalmente de anfibios. Somente um estudo registrou um tamanho de efeito maior
no grupo controle do que no grupo tratado. Esse estudo testou formulagao comercial de
ATZ em concentragdo de 0,02 mg/L-' em larvas de anfibios pertencentes a espécie
Hoplobatrachus rugulosus (TRACHANTONG, W., et al., 2013). J& os 37 estudos
mostraram tendéncias positivas ou negativas, porém com intervalos de confianga (IC)
que cruzam o zero, portanto, nao registraram efeito significativo da ATZ na
mortalidade dos animais investigados.

O resultado geral da analise aplicada ao efeito letal da ATZ nos animais foi
um valor positivo e os IC nado cruzaram zero, indicando diferenga significativa entre o
tratamento a base de ATZ e o controle (E+ 0,112; IC: +0,074 a +0,149; p= < 0,001).
Assim, a exposicao a esse herbicida foi associada ao aumento da taxa de mortalidade
em animais (Figura 6). Um tamanho de efeito de 0,112 indica uma diferenca de risco
11,2% maior para mortalidade em animais expostos. A hipotese inicial era que a
exposicao a ATZ poderia aumentar a mortalidade de animais, o que foi corroborado
por meio do resultado observado. Conforme Mercurio, P et al. (2018) varios estudos
revelaram a toxicidade potencialmente alta de substancias de degradagdo da ATZ em

diversos organismos nao alvo.
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Figura 6. Forest plot de tamanhos de efeito observados nos principais estudos de analise

focados na avaliagao do efeito letal da ATZ em animais.

Studies Estimate (95% C.I.) Ev/Trt Ev/Ctrl
4 -0.200 (-0.346, -0.054) 21/80 37/80
6 -0.050 (-0.125, 0.025) 3/80 7/80 ——
25 -0.030 (-0.065, 0.005) 7/200 26/400 —
7 -0.025 (-0.123, 0.073) 8/80 10/80 —
3 0.000 (-0.032, 0.032) 0/60 0/60 -
5 0.000 (-0.129, 0.129) 18/80 18/80
9 0.000 (-0.091, 0.091) 1/30 1/30 ——
13 0.000 (-0.121, 0.121) 0/15 0/15
16 0.000 (-0.174, 0.174) 0/10 0/10
18 0.000 (-0.402, 0.402) 3/10 3/10
19 0.000 (-0.214, 0.214) 7/30 7/30
20 0.000 (-0.214, 0.214) 7/30 7/30
21 0.000 (-0.214, 0.214) 7/30 7/30
28 0.000 (-0.075, 0.075) 5/80 5/80 —a—
29 0.000 (-0.082, 0.092) 0/20 0/20 —
30 0.000 (-0.067, 0.067) 69/300 69/300 —
31 0.000 (-0.270, 0.270) 0/6 0/6
32 0.000 (-0.270, 0.270) 0/6 0/6
33 0.000 (-0.270, 0.270) 0/6 0/6
34 0.000 (-0.270, 0.270) 0/6 0/6
35 0.000 (-0.063, 0.063) 0/30 0/30 ——
37 0.000 (-0.068, 0.068) 4/80 4/80 ——
40 0.000 (-0.121, 0.121) 0/15 0/15
48 0.000 (-0.048, 0.048) 0/40 0/40 ——
26 0.005 (-0.023, 0.033) 6/200 10/400
43 0.007 (-0.005, 0.018) 2/300 0/300 ;
44 0.016 (-0.097, 0.129) 8/63 7/63
14 0.024 (-0.042, 0.091) 1/40 0/40 ——
46 0.039 (-0.024, 0.103) 243/292 226/285 L
36 0.049 (-0.032, 0.129) 2/40 0/40
42 0.050 (-0.226, 0.326) 6/20 5/20
il 0.067 (-0.044, 0.177) 35/120 27/120
39 0.100 (-0.167, 0.367) 6/20 4/20
45 0.100 (-0.078, 0.279) 6/30 3/30
47 0.120 (-0.147, 0.387) 11/25 8/25
24 0.125 (-0.072, 0.322) 2/15 0/15
10 0.130 (0.106, 0.155) 1081/1162 1227/1534 -
41 0.133 (-0.105, 0.372) 3/15 1/15
27 0.150 (0.038, 0.262) 19/80 7/80 — T
11 0.173 (0.059, 0.287) 24/88 8/80 —
15 0.209 (0.049, 0.369) 8/33 1/30 —_——n—
38 0.250 (0.158, 0.342) 50/144 14/144 —
2 0.298 (0.215, 0.380) 36/120 0/120 ——
22 0.333 (-0.020, 0.686) 6/12 2/12
12 0.742 (0.585, 0.899) 23/30 0/30 —
8 0.750 (0.530, 0.970) 1515 3715 —_———
23 0.750 (0.595, 0.905) 31432 7/32 —_—
49 0.833 (0.696, 0.971) 29/30 4/30 ————
17 0909 (0. 735 1083 ) 10/10 0/10 e
Overall (1*2=92.44 % ,P<0.001) 0.112 (0.074, 0.149) 1823/4260 1765/5014
T T T T T T 1

04 02 0 02 04 06 08 1
Risk Difference

Conjuntos de dados: de acordo com a Tabela 1, (verde: tamanho do efeito positivo, vermelho:
tamanho do efeito negativo, branco: sem efeito); — Estimativa (IC 95%): representa o tamanho
do efeito e intervalo de confianga de 95%; Ev/Trt e Ev/Ctrl: nimero de eventos por tratamento
ou por controle; Geral: p representa o valor p do teste z, que testa a hipotese nula de que a
intervencao nao tem efeito. Significancia p < 0,05. Linha tracejada: geral.

Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.
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Os testes de heterogeneidade mostraram heterogeneidade significativa: Q
(df= 48) = 634,52 e p < 0,001; I” de 92,43%, onde Q=heterogeneidade, df=graus de
liberdade, p= probabilidade e P= é a porcentagem de heterogeneidade. Uma
porcentagem de heterogeneidade maior que 81% é considerada alta. A alta
heterogeneidade pode ser explicada pelos diferentes tipos de animais avaliados, pelo
estagio de vida do animal exposto a ATZ, tempo de exposi¢ao, concentragdo da ATZ,
entre outros fatores. Assim, uma analise por categorias foi realizada para melhor

compreender a alta heterogeneidade.

5.3. Categorizando os resultados

5.3.1. Organismos

Os organismos foram divididos em duas categorias diferentes: vertebrados e
invertebrados. Trinta e nove dos 49 conjuntos de dados avaliaram vertebrados,
enquanto 10 avaliaram invertebrados. Conforme a figura 7, a categoria “vertebrados”
apresentou efeito resumo positivo e significativo (E+ 0,149; IC: +0,092 a +0,205; p=
<0,001), ou seja, organismos vertebrados expostos a ATZ registraram maiores taxas
de mortalidade do que os individuos do grupo controle.

Muitos estudos mostram que a ATZ possui efeitos prejudiciais em muitos
grupos de vertebrados, no entanto poucos trabalhos que avaliaram os efeitos
prejudiciais dos agrotéxicos em invertebrados avaliaram a ATZ (MARCUS, S. R,
FIUMERA, A. C., 2016). Os efeitos da ATZ na fisiologia de vertebrados foram
abordados em muitos trabalhos, principalmente por causa do papel da fisiologia para
a sobrevivéncia e conservagao dos vertebrados (ROHR, J. R., 2021). Embora a ATZ
nao provoque diretamente a morte de vertebrados, é provavel que ela aumente a
mortalidade por causa dos efeitos indiretos, como por exemplo o aumento de doencas
infecciosas (ROHR, J. R., 2021).

Os animais vertebrados apresentaram uma diferenga de risco 14,9% maior
para mortalidade do que os animais invertebrados expostos a ATZ. Entretanto, a
categoria “invertebrados” nao apresentou resultado significativo, pois enquadrou o
nulo e apresentou intervalo de confianga mais amplo (E+0,016; IC: -0,037 a +0,070;
p = 0,555) Assim, ndo houve diferenga significativa no efeito letal da ATZ em

organismos invertebrados entre o grupo controle e os grupos tratados.
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Figura 7. Categorizagdo dos resultados sobre o efeito letal da ATZ por organismo.

Studies Estimate (95% C.I.)

27 0.150 (0.038, - 262) 19/80 T80
Subgroup Invertebrate (1*2=91.1 % , P=0.000) 0.016 (-0.037, 0.070) 1159/1997 1311/2369

25

a . 1 e

0.90% (0.735, 1.083) 10/1 0/10
‘Subgroup Vertebrate (1*2=92.78 % , P=0.000) 0.145 (0.0%2, 0.205) 664/2263 454/2645

Overall (1*2=92.44 % , P=0.000) 0.112 (0.074, 0.149) 1823/4260 1765/5014 >

Risk Difference

Subgrupo: identifica as categorias do conjunto de dados e — indica o Efeito Resumo (E+: Geral);
Estimativa (95% CI): representa o tamanho do efeito e o intervalo de confianca de 95%; P: valor
de p da heterogeneidade do grupo e global, diferenga significativa p < 0,05; N: nimero da
amostra; Linha tracejada: geral.

Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.

O grupo de vertebrados e invertebrados apresentaram alta heterogeneidade,
com I2 de 92,78% e I? de 91,1%, respectivamente. Essa heterogeneidade pode estar
presente devido aos diferentes taxons animais que foram avaliados nos estudos.
Desta forma, os organismos foram categorizados de acordo com o grupo animal. Os

estudos aqui selecionados avaliaram os efeitos letais da ATZ em anfibios (22), peixes
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(13), crustaceos (6), moluscos (5) e insetos (3); os resultados registrados para cada
subgrupo sdo mostrados na figura 8. Somente o grupo de moluscos n&o apresentou
maior mortalidade nos animais expostos a ATZ (E+ -0.034; Cl: -0.089 a 0.021;
p=0.229). As categorias “anfibios” e “peixe” apresentaram a maior taxa de mortalidade
quando expostos a ATZ, ou seja, eles eram mais suscetiveis ao efeito letal do
herbicida, registraram E+ 0,168 (IC: +0,097 a +0,238; p = 0,001) e E+ 0,141 (IC:
+0,021 a +0,261; p = 0,021), respectivamente. Os efeitos causados pela ATZ em
organismos de agua doce, principalmente peixes e anfibios, sdo bem documentados.
Para vertebrados de agua doce, a agua da superficie é certamente a principal forma
de exposicao a ATZ (ROHR J.R, MCCOY K.A., 2010). Além disso, como os anfibios
possuem ciclos de vida que abrangem fases aquaticas e terrestres, eles estéo
expostos aos agrotdéxicos em dois ambientes (FRYDAY, S., THOMPSON, H., 2012).
Em anfibios, os efeitos persistentes da ATZ no comportamento e fisiologia podem
aumentar o risco de mortalidade (ROHR, J. R., 2021). Em peixes e anfibios, os efeitos
indiretos e subletais da ATZ pode provocar a morte dos animais (ROHR J.R, MCCOY
K.A., 2010). Muitos trabalhos relatam que a exposi¢do a ATZ em peixes e anfibios nao
aumenta a mortalidade, mas deve-se considerar a concentracdo e o tempo de
exposicao, pois sado variaveis que afetam diretamente o resultado do estudo
(HANSON, M. L., et al., 2019). Por exemplo, em sapos Physalaemus cuvieri a
mortalidade so foi observada em concentragbes acima de 240 pg/L (WRUBLESWSKI,
J., etal., 2018).



Figura 8. Categorizagdo dos resultados sobre o efeito letal da ATZ por grupo de animais.
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Geral); Estimativa (95% CI): representa o tamanho do efeito e o intervalo de confianga de 95%;

P: valor de p, diferenca significativa p < 0,05; N: nimero da amostra; Linha tracejada: geral.
Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.
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5.3.2 Fase de vida

Para esta categorizacdo, 18 estudos avaliaram a letalidade da ATZ em
organismos juvenis; 15, em organismos adultos; 12 em larvas e 4, em embrides. Com
base na figura 9, a exposi¢ao dos organismos a ATZ nas fases juvenil e larva resultou
em efeito letal significativo. O efeito sumario em individuos juvenil e larva mostrou
resultado positivo e significativo; ndo cruzou o nulo (E+ 0,197; IC: +0,127 a +0,266;
p= <0.001 e E+ 0,098; IC: +0,019 a +0,177; p= 0,015, respectivamente). Os estagios
juvenil e larva apresentaram diferengas de risco 19,7% e 12,7% maiores para
mortalidade apods exposicdo a ATZ. Adultos e embrides expostos a diferentes
concentragdes de ATZ nao apresentaram diferenga significativa em relagdo ao
controle (E+ 0,004; IC: -0,047 a +0,054; p= 0,889 e E+ 0,232; IC: -0,061 a +0,525;
p=0,121). Os estagios juvenis e larvais sofrem mais os efeitos da ATZ, provavelmente
porque nestes estagios existe uma imaturidade da pele e do sistema imunoldgico,
além de uma alta taxa metabdlica, fatores que os deixam mais sensiveis as
substancias testadas, diferente do grupo adulto que pode apresentar uma melhor
condicao de desenvolvimento (AZEVEDO-LINHARES, M., et al., 2018). Em relagéo
ao grupo embrides, ndo ha tantas pesquisas realizadas até o momento, o que deixa

claro a necessidade de mais estudos nesse grupo.
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Figura 9. Categorizacao dos resultados sobre o efeito letal da ATZ em animais, com base em
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P: valor de p, diferenca significativa p < 0,05; N: nimero da amostra; Linha tracejada: geral.
Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.
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5.3.3 Rota de exposicao

Em relacédo a rota de exposi¢cdo ao herbicida ATZ, 48 conjuntos de dados
avaliaram a exposicado por imersdo, enquanto apenas 1 estudo avaliou a exposicao
oral, portanto, ndo pode ser considerada um subgrupo com resultado confiavel. O
subgrupo imersao apresentou resultados positivos e significativos e nao ultrapassou o
nulo (E+ 0,112 IC: +0,073 a +0,151; p= <0,001) (figura 10). Um tamanho de efeito de
0,112 indica uma diferenga de risco 11,2% maior para mortalidade em animais
expostos por imersdao a ATZ. Dessa forma, a via de exposicao pode influenciar
diretamente nos efeitos todxicos nos animais expostos por imersao, todavia, necessita-
se de mais estudos em outras rotas, para afirmagdes mais concretas.

Em um estudo onde organismos foram expostos porimersao ao agrotéxico 2,4-
D, também foram os mais afetados em relagdo a outras formas de exposi¢cao (DA
SILVA, A. P., et al., 2022). Similarmente, a exposi¢gdo por via oral ou por inalagao
também podem ter graves impactos (WHITFORD, F., et al ,2003). Em geral,
organismos que apresentam pelo menos uma fase da vida em ambientes aquaticos é
mais suscetivel a toxicidade dos agrotoxicos. Esse resultado explica de certa forma

porque os peixes e anfibbios sdo mais afetados pela exposicdo a ATZ.



45

Figura 10. Categorizagao dos resultados sobre o efeito letal da ATZ em animais, com base na

via de exposicgao.
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Categorias: identifica as categorias do conjunto de dados e — indica o Efeito Resumo (E+:

Geral); Estimativa (95% CI): representa o tamanho do efeito e o intervalo de confianca de 95%;

P: valor de p, diferenca significativa p < 0,05; N: nimero da amostra; Linha tracejada: geral.
Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.
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5.3.4 Formulagao

A formulacdo comercial foi usada em 14 conjuntos de dados, enquanto o
principio ativo de padrao analitica puro foi usado em 35 conjuntos de dados. Ambas
situacdes apresentaram resultado positivo e 0 IC observado para o efeito sumario ndo
ultrapassou o zero. O efeito sumario foi maior para a formulagdo comercial (E+ 0,232,
IC: +0,036 a +0,428; p= 0,020), o que indica uma diferenga de risco 23,2% maior para

mortalidade dos animais expostos as formulagdes comerciais do herbicida (figura 11).
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Figura 11. Categorizagao dos resultados sobre o efeito letal da ATZ em animais, com base na

formulagao adotada.
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P: valor de p, diferencga significativa p < 0,05; N: nimero da amostra; Linha tracejada: geral.
Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.

Atabela 2 apresenta um resumo de todos os resultados deste estudo. De acordo com os
resultados, a exposicdo a ATZ aumenta a letalidade em animais, principalmente
vertebrados, como anfibios e peixes, tanto na forma larval quanto na forma juvenil.
Animais expostos por imersdo a formulagbes comerciais de ATZ, na forma de amina,

apresentam alta mortalidade.
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Tabela 2 - Resumo dos resultados da meta-analise sobre o efeito letal da ATZ em animais.

Categorias
Resumo do Efeito
Geral

Grupo de animais

Organismos

Rota de Exposicao

Formulagao

Estagio de Vida

Subgrupo

Molusco

Anfibio

Peixe

Inseto

Crustaceo

Vertebrado

Invertebrado

Imersao

Oral

Puro

Comercial

Adulto

Juvenil

Larva

Embrido

Resultados Interpretacdo
E+ 0.112; IC: -0.074 2 0.149; ok
p<0.001
E+-0.034; IC:-0.089 a 0.021; ns
p=0.229
E+ 0.168; IC: 0.097 a 0.238; ok
p=0.001
E+ 0.141; IC: 0.021 a 0.261; ok
p=0.021
E+ 0.093; IC: 0.002 a 0.183; ok
p=0.045
E+ 0.013; IC: -0.028 a 0.055; ns
p=0.536
E+ 0.149; IC: 0.092 a 0.205; *k
p=<0.001
E+ 0.016; IC: - 0.037 a 0.070; ns
p=0.555
E+ 0.112;IC: 0.073 a 0.151; **
p=<0.001
E+ 0.130; IC: 0.106 a 0.155; **
p=NA
E+ 0.072; IC: 0.038 a 0.107; **
p=<0.001
E+ 0.232; IC: 0.036 2 0.428; *k
p=0.020
E+ 0.004; IC: -0.047 a 0.054; ns
p=0.889
E+ 0.197;IC: 0.127 a 0.266; *k
p=<0.001
E+ 0.098; IC: 0.019a0.177; o
p=0.015
E+ 0.232;1C: -0.061 a 0.525; ns
p=0.121

E+: tamanho do efeito; IC: intervalo de confianga; p: p-valor, diferencga significativa p < 0,05. **

resultado significativo; ns: Resultado nao significativo. NA = ndo analisado devido ao pequeno

numero de estudos.

Fonte: Tabela elaborada pelo autor no software Excel 2016.
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5.3.5. Relagcdo entre o tamanho dos efeitos e o tempo/concentracdo/dose de

exposicao

A analise de regressao mostrou que ndo houve relagéo entre o tamanho dos
efeitos e tempo de exposicao (Figura 12A). Aiinclinacao foi negativa (-0,000), mas nao
significativa (p = 0,907), o que implica que a variavel independente ndo explica a
variagado nos tamanhos de efeito. A meta-regressédo para a concentragdo também foi
negativa (-0,068), mas nao significativa (p=0,681) (Figura 12B). A heterogeneidade do
erro residual para o tempo foi significativa (p < 0,001), significando a existéncia de
heterogeneidade entre os efeitos de tamanho que ainda ndo foi explicada pelo
modelo. Da mesma forma, a heterogeneidade do erro residual, para a concentragao, foi

significativa (p < 0,001), ou seja, ainda ha heterogeneidade.

Figura 12. Graficos de regressao
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A figura mostra a relagao entre o tamanho dos efeitos (diferenga de risco). Tempo de exposi¢cido
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Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.
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5.4. Viés de publicagao

Para avaliar o viés de publicacao foi construido o funnel plot. De acordo com a
figura 13 houve viés de publicacdo evidenciado pela distribuicdo assimétrica de
estudos ao longo do funil. O viés de publicagao é a tendéncia de se publicar trabalhos
com resultados significativos (BORESTEIN, M., et al., 2009). Para complementar as
informacbes obtidas pelo funnel plot sdo recomendadas analises numéricas. O
meétodo de Rosenthal apresentou o Fail-safe de 2656, enquanto o Orwin apresentou
Fail-safe de 49. De acordo com o método de Rosenthal seriam necessarios 2656
estudos para mudar o resultado desta meta-analise, e de acordo com Orwin seriam
necessarios 49 estudos. Como foram encontrados 49 estudos sobre os efeitos da ATZ
na mortalidade de animais, € quase impossivel que existam 49 estudos que nao foram

encontrados.

Figura 13. Funnel plot
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A figura é baseada nos 49 conjuntos de dados sobre a mortalidade de animaisexpostos a ATZ
Fonte: WALLACE, B.C., etal. OpenMEE, 2017.
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6 CONCLUSAO

Concluimos de acordo com a literatura, que a exposicdo a ATZ aumentou a
mortalidade em alguns animais, principalmente em vertebrados como anfibios e
peixes. As fases da vida mais afetadas pelo herbicida foram as fases larval e juvenil. A
exposi¢ao desses animais ao herbicida tanto por imersdo quanto oral desencadeou
efeito toxico capaz de aumentar os indices de letalidade, uma vez que a ATZ é
bastante solivel e os anfibios (principal representante desta meta-analise) foram os
animais mais afetados.

As concentragbes de ATZ utilizadas nos estudos selecionados sao
ambientalmente relevantes, ja tendo sido detectadas na agua e no solo. Além disso, as
formulacbes comerciais e puras foram ambas letais para os animais e esses
compostos quimicos sado aplicados no meio ambiente. Esses achados sao
preocupantes, pois essas concentragdes afetaram organismos nao-alvo, diminuindo
sua taxa de sobrevivéncia, o que pode levar a desequilibrios futuros nessas
populagdes.

Embora, os efeitos bioquimicos, fisiolégicos, comportamentais, morfolégicos
e reprodutivos causados pela ATZ nao foram abordados nesta meta-analise, o fato
desse tipo de toxicidade ter sido associado a um herbicida destaca a necessidade de
estudos futuros contemplando avaliagbes mais aprofundadas de seus niveis em

diversas matrizes ambientais.
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